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A candidíase vulvovaginal afeta mulheres em idade reprodutiva representando 
aproximadamente 15 a 25% dos casos de vaginites. As diferentes espécies de 
Candida relacionadas à infecção podem ser encontradas na mucosa vaginal como 
colonizadoras e, em condições apropriadas, aceleram o processo de multiplicação e 
expressam fatores de virulência. O objetivo deste trabalho foi isolar leveduras de 
pacientes com ausência de sintomas clínicos (grupo colonizado) e de portadores da 
infecção.  O perfil de sensibilidade in vitro destes isolados foi estabelecido e 
marcadores moleculares utilizados para identificar a distribuição das espécies. Um 
total de 40 isolados foram obtidos e identificados através do Cromoagar, sistema  
API20aux e pelo seqüenciamento das regiões ITS e D1/D2 do gene DNAr. 
Diferentes isolados de C. albicans foram genotipados pelo sistema ABC.  A análise 
multilocus confirmou isolados das espécies Candida albicans, C. glabrata, C. 
guilliermondii, C. kefyr e Saccharomyces cerevisiae. A espécie prevalente foi a C. 
albicans. No grupo colonizado foi encontrado C. albicans (60%), C. glabrata (25%), 
C. guilliermondii (5%), C. kefyr (5%) e Saccharomyces cerevisiae (5%). No grupo 
com infecção não complicada todos os isolados eram C. albicans (100%) e no grupo 
de infecção complicada a maioria eram C. albicans (90,9%), seguido de C. 
dubliniensiis (9,1%). Os diferentes isolados de C. albicans foram divididos em dois 
grupos genotípicos (A e B).  Em relação ao perfil de sensibilidade in vitro dos 
isolados das diferentes espécies de Candida procedentes dos diferentes grupos 
estudados, pode se afirmar que os isolados obtidos a partir do grupo com infecção 
complicada apresentaram resistência a nistatina e eram sensíveis ao fluconazol, 
anfotericina B e cetoconazol, enquanto que os isolados do grupo com infecção não 
complicada e colonizada e individuos colonizados apresentaram sensibilidade dose 
dependente aos antifúngicos fluconazol, anfotericina B e cetoconazol. Os isolados 
de C. albicans pertencentes aos diferentes grupos genotípicos (A e B) não 
apresentaram correlação com os testes de suscetibilidade in vitro. 
 













Vulvovaginal candidiasis affects women of reproductive age representing   
aproximatedly 15 to 25% of vaginitis cases. Different Candida species related to 
infection can be found colonizing the vaginal mucosa, and under appropriate 
conditions boost  the reproduction  process  and express virulence factors. This study 
aimed to isolate yeasts of patients with clinical symptoms absence (colonized group) 
and also the ones with infection. The susceptibility of in vitro profile from these 
isolates was stablished and molecular markers were used to identify the species 
distribution. A total of 40 isolates were obtained and identified through the 
Cromoagar API20aux system and by sequencing of ITS regions and D1/D2 from the 
DNAr gene. Different C. albicans strains were genotyped by the ABC system. The 
multilocus analysis confirmed Isolates of Candida albicans, C. glabrata, C. 
guilliermondii, C. kefyr and Saccharomyces cerevisiae. The most prevalent species 
was C. albicans. In the colonized group it was found C. albicans (60%), C glabrata 
(25%), C guilliermondii (5%), C kefyr (5%) and Saccharomyces cerevisiae (5%). In 
the uncomplicated infection group all isolates were C. albicans (100%) and in the 
complicated infection group most of the isolates were C. albicans (90.9%), followed  
by C. dubliniensiis (9.1%). The different isolates of C. albicans were diveded into two 
genotypic  groups (A and B). Regarding the profile of sensibility in vitro of the isolates 
of different species of Cândida derived from distinct groups that were studied, it can 
be confirmed that the isolated obtained from the complicated infection group present 
resistance to nystatin and were sensitive to fluconazole, amphotericin B and 
ketoconazole, while the colonized presented dose-dependent sensitivty to the 
antifungal agents fluconazole, amphotericin B and ketoconazole. The C. albicans 
isolates which belong to different genotypic groups (A and B) did not show any 
correlation with the  susceptibility tests in vitro. 
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1.  Introdução 
 
 
A candidíase vulvovaginal (CVV), ou candidose é uma micose oportunista 
primária ou secundária, endógena ou exógena também conhecida como doença 
sexualmente transmíssivel (DST) causada por leveduras do gênero Candida 
(SOBEL, 2007; BARBEDO e SGARBI, 2010). É caracterizada por uma inflamação 
da mucosa genital devido ao aumento da proliferação de leveduras (ROSA e 
RUMEL, 2004; CARVALHO et al., 2002).   
O gênero Candida abriga aproximadamente 300 espécies heterogêneas em 
suas características morfofuncionais, as quais são componentes da microbiota 
humana, habitando de forma sapróbia pele, trato digestivo, tegumento cutâneo e 
mucoso, incluindo o trato geniturinário (FERRAZZA et al., 2005; MAHMOUDI et al., 
2010). A CVV é causada predominantemente pela espécie C. albicans, sendo que a 
prevalência desta levedura pode atingir 85-95% (SOBEL, 2007). No entanto, 
infecções por Candida não-albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. 
parapsilosis, C. kyfer e C. lusitaniae) estão aumentando, em algumas populações, C. 
albicans foi encontrado em apenas 50% dos casos (FERRAZZA et al., 2005). 
As leveduras do gênero Candida fazem parte da microbiota da mucosa 
vaginal e estão presentes em 20% a 80% da população em idade adulta 
considerada saudável, com manifestações clínicas aparentes em 10% das mulheres 
na pré-menopausa, 5 a 10% na menopausa e 30% das gestantes (CORRÊA et al., 
2009). Em um estudo realizado por Gondo et al., (2010), no interior do estado de 
São Paulo - Brasil, avaliando a flora vaginal de 289 mulheres grávidas , verificaram 
que 11, 8 % apresentavam  sintomas clínicos da doença. 
Candida spp. está relacionada etiologicamente com infecção vulvovaginal 
(CVV) que afeta mulheres em idade reprodutiva representando aproximadamente 15 
a 25% dos casos de vaginites (GALLE e GIANINNI, 2004). Estes microrganismos 
costumam permanecer abrigados na mucosa vaginal apenas como colonizadores e, 
em condições apropriadas, aceleram o processo de multiplicação e expressam 
fatores de virulência, culminado com a invasão da mucosa e ocasionando a CVV 
sintomática (BARRENETXEA, 2002). 
13 
 
Estima-se que 75% das mulheres apresentarão ao menos um episódio da 
infecção no decorrer de sua vida, 40-50% terão um segundo episódio e 5-8% delas 
terão infecção complicada ou recorrente caracterizada pela apresentação de quatro 
episódios em um ano (SOBEL et al., 1988; SOBEL, 2007). A espécie C. albicans é 
responsável por 70 a 90% dos casos de CVV. As espécies não-albicans 
representam 10 a 30% dos casos restantes (GE et al., 2010). 
A CVV pode apresentar-se em episódios esporádicos ou recorrentes, como 
infecção primária ou secundária, associada a diversas causas como desequilíbrio 
hormonal, distúrbios metabólicos, uso de medicamentos como antibióticos e 
contraceptivos, e doenças associadas com imunossupressão. Estudos sugerem que 
pode haver uma predisposição genética em mulheres que apresentam episódios 
esporádicos ou frequentes (ACHKAR e FRIES, 2010). 
Os sinais clínicos característicos da CVV possuem intensidades variáveis, 
mas sintomatologia semelhante, com a presença de disúria, eritema, edema vulvar, 
escoriações, fissuras, ardência, prurido vulvar, corrimento persistente espesso 
esbranquiçado e dispareunia. Entretanto estes sinais e sintomas são inespecíficos e 
apresentam uma etiologia variável, podendo esta ser de natureza infecciosa ou não. 
(BOATTO et al., 2007; PAPPAS, et al., 2009). 
A identificação de leveduras envolvidas em CVV é importante para 
esclarecer a distribuição de Candida albicans e não-albicans em diferentes 
populações, além de proporcionar o tratamento adequado em relação à escolha do 
antifúngico baseado no perfil de sensibilidade da espécie (ASTICCIOLI et al., 2009). 
O diagnóstico pode ser realizado através de colpocitologia de rotina, entretanto não 
é possível a identificação da espécie envolvida (MUSIAL et al., 2009). 
A CVV é uma doença não notificada, por isso sua incidência exata é 
desconhecida. Uma vez que o diagnóstico é realizado, o tratamento medicamentoso 
é iniciado sem os testes confirmatórios. Por esta razão, torna-se de grande 
relevância um estudo epidemiológico que possa esclarecer os mecanismos 
envolvidos na infecção (ACHKAR e FRIES, 2010). 
 O tratamento de infecções fúngicas é limitado aos derivados poliênicos e 
azólicos (GHANNOUM e RICE, 1999). Para os derivados poliênicos como a nistatina 
(NIS) que tem sido utilizada há quase três décadas, tem-se observado uma alta 
frequência de isolados de amostras de secreção vaginal com suscetibilidade dose-
dependente (SDD) a esta droga (DOTA et al., 2008). Anfotericina B é uma excelente 
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opção terapêutica pela sua alta eficácia. No entanto é altamente tóxica, e por isso, 
apenas formulações tópicas são utilizadas em CVV (DOTA et al., 2008). Entre os 
azólicos, o fluconazol (FLU) é um dos mais utilizados em CVV, porém observa-se 
um aumento do perfil de resistência em C. albicans e não-albicans (SOBEL, 2007; 
SOBEL et al., 1998). Portanto há diferenças no que diz respeito às espécies de 
leveduras isoladas de amostras vaginais bem como, em seus perfis de 
suscetibilidade aos antifúngicos. 
De acordo com Sanguinetti et al., (2005) métodos de identificação de 
leveduras na prática clínica são realizados baseados em marcadores morfológicos e 
bioquímicos (assimilação de hidratos de carbono e fermentação de açúcares). Estes 
métodos fenotípicos, incluindo os automatizados, podem levar a erros de 
identificação em nível de espécie (LOCKHART et al., 2008). Métodos moleculares 
têm sido utilizados na identificação e detecção de variabilidade baseados no 
sequênciamento de regiões ITS1, 5,8 e ITS2 do DNA ribossomal e do domínio 
variável (D1/D2) da região 26S do gene que codifica RNA ribossômico (WILLIANS et 
al., 1995). 
A determinação da suscetibilidade in vitro e a identificação das espécies de 
Candida sp. têm sido recomendadas para alguns casos de candidíase de orofaringe, 
micoses sistêmicas e candidíase vulvovaginal recorrente, em consequência ao 
crescente problema de resistência aos antifúngicos usuais (ZARDO e MEZZARI, 
2004). 
 Devido ao fato da espécie C. albicans apresentar sensibilidade variável aos 
derivados azólicos, torna-se necessário identificar o perfil de sensibilidade a 
diferentes drogas, para uma melhor conduta terapêutica (DALAZEN et al., 2011). 
Com a evolução dos fungos e a ampla utilização de derivados azólicos, houve um 
aumento no desenvolvimento de fatores de resistência aos fármacos. Mutações 
espontâneas ou induzidas podem ocorrer levando a alteração nos aminoácidos no 
domínio protéico responsáveis pela interação entre o fármaco e o alvo, diminuindo a 
concentração da droga (FERREIRA et al., 2005).  Poucos estudos têm focado na 
correlação de suscetibilidade aos antifúngicos com os resultados clínicos em CVV 
(MONROY-PEREZ et al., 2012). 
A C. albicans possui diversos fatores de virulência incluindo formação de 
hifas, secreção de enzimas hidrolíticas e aderência a células epiteliais. Membros da 
família do gene ALS (Agglutinin-Like Sequence) codificam glicoproteínas de parede 
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celular, que estão altamente relacionadas com a adesão na superfície do 
hospedeiro. Além disso, Sundstrom et al., (2002) demonstraram o papel  da proteína 
HWP1 (Hyphal Protein One)  na aderência de C.albicans em células epiteliais 
durante a fase parasitária (micelial).  Monroy-Perez et al., (2012) utilizando PCR em 
tempo real demonstraram que todos os genes da família ALS e o gene HWP1 eram 
expressos durante a infecção vaginal e que a interação destes genes pode 
representar um papel importante nesta expressão. Kurtzman e Robnett (1997) 
propuseram um método de genotipagem baseado nas variações decorrentes de 
inserções e deleções do gene 26S de C. albicans denominado de sistema ABC, o 


























2. Objetivos  
 
 
2.1 Objetivo geral 
  
 O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar através de métodos 
moleculares isolados do gênero Candida procedentes de pacientes com ausência de 
sintomas clínicos de vaginite e portadores da infeccção, atendidas no Hospital de 
Clínicas da Universidade Federal do Paraná; visando identificar a distribuição e a 
sensibilidade in vitro das espécies de Candida spp. em mulheres colonizadas pela 
levedura e portadoras da infecção.  
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Isolar leveduras do gênero Candida de pacientes com ausência de sintomas 
clínicos de vaginite e portadores da infeccção, atendidas no Hospital de 
Clínicas da Universidade Federal do Paraná; 
 
 Caracterizar por meio de marcadores fenotípicos API 20aux e Cromoágar os 
isolados clínicos de CVV; 
 
 Identificar as espécies relacionadas à CVV utilizando análise multilocus das 
regiões gênicas ITS1, 5.8S, ITS2 e D1/D2 do rDNA; 
 
 Estabelecer o perfil de suscetibilidade in vitro a antifúngicos utilizados na 
clínica; 
 
 Correlacionar o perfil genotípico ABC dos isolados clínicos de CVV e o seu 








3. Revisão da Literatura 
 
  
3.1 O gênero Candida  
 
Leveduras do gênero Candida são ascomicetos, taxonomicamente 
organizadas dentro do Reino Fungi como Eumicetos (Divisão Eumicota), 
pertencentes à Classe Hemiascomycetes e Ordem Saccharomycetales reunidas 
dentro da Família Saccharomycetaceae no gênero Candida (GUARRO et al., 2000). 
Embora estas leveduras sejam comensais na maioria dos indivíduos, sob certas 
circunstâncias podem crescer demasiadamente causando uma variedade de 
doenças, denominadas oportunistas. Estas doenças vão desde as infecções 
superficiais da mucosa vaginal e bucal, a infecções sistêmicas que acomete corrente 
sanguínea e órgãos (MORAN et al., 2012).  
O gênero Candida compreende, portanto espécies caracterizadas pelo 
polimorfismo e desenvolvimento sapróbio e coradas de gram positivas (SOBEL et 
al., 1998; SPINILLO et al., 1999). Candida albicans é amplamente reconhecida como 
a causa mais comum de infecções superficiais e sistêmicas. Outras espécies, como 
a Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis também têm sido 
associadas a infecções, a distribuição relativa de cada espécie pode variar, 
dependendo da localização geográfica, grupo de pacientes, e exposição prévia a 
drogas antifúngicas (RUHNKE, 2006; BARTELLI et al., 2013). 
Estudos sugerem que a levedura C. albicans é um organismo diplóide 
obrigatório com oito cromossomos. Isolados clínicos identificados como sendo 
haploides (estirpes raras) podem sofrer alterações transformando-se em um 
organismo diplóide. Apesar de possuir toda a maquinaria necessária para realizar 
meiose, essa divisão celular nunca foi observada nessa espécie (KRUPPA, 2008; 
NEIL e GOW, 2013).  Leveduras do gênero Candida são fungos encontrados nos 
mais variados substratos desde solo, plantas vivas ou mortas além de espécies que 
habitam normalmente mucosas humanas (GUARRO et al., 2000). As espécies do 
gênero Candida são heterotróficas, aeróbias e fermentadoras, não assimilam myo-
Inositol e creatinina (GUARRO et al., 2000), porém podem se desenvolver sob 
condições de microaerofilia, o que pode explicar, por exemplo, a colonização destes 
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agentes em determinados sítios como o cólon humano (SCHULZE e 
SONNENBOURN, 2009).  
O gênero Candida apresenta como características morfológicas colônias 
cremosas de coloração branca ou bege constituídos por células de 
aproximadamente 3-8 x 2-7µm. A caracterização das estruturas microscópicas é 
frequentemente realizada a partir dos meios Ágar fubá e Ágar batata dextrose, 
podendo visualizar estruturas como blastoconídios com ou sem brotamentos, 
clamidoconídios e pseudo-hifas que se alongam a partir das células de origem 
(BERARDINELLI e OPHEIM, 1985; ODDS e BERNAERTS, 1994; GUARRO et al., 
2000). 
Mecanismos reguladores do crescimento refletem diretamente na 
concentração de células da população destas leveduras sob um determinado sítio 
do hospedeiro, o que parece influenciar na manutenção do equilíbrio entre 
colonização e desenvolvimento da doença (WHITE et al., 2007). Além dos 
mecanismos biológicos do agente, existe uma série de fatores associados ao 
desenvolvimento da infecção de natureza oportunista causada por estes agentes, 
entre os quais estão à alteração da imunidade causada por estresse, drogas 
supressoras, doenças infecciosas e autoimunes; além de predisposição genética do 
hospedeiro, associadas às alterações do meio ambiente como diminuição do pH 
vaginal devido a diabetes, variações hormonais e uso de antibióticos que 
desequilibram a microbiota normal (KIRKPATRICK, 1984; ROSA e RUMEL, 2004; 
ASTICCIOLI et al., 2009; ACHKAR e FRIES, 2010). 
 
3.2 Mecanismos de Colonização e Infecção do Hospedeiro 
 
A condição em que se encontra o sistema imune inato do hospedeiro é 
bastante relevante no que se refere à infecção. A interação da C. albicans com as 
células fagocitárias promove uma regulação diferencial de mais de 500 genes da 
levedura, adaptando esse organismo através de alterações em importantes vias 
metabólicas, como a repressão da glicólise e a ativação de vias requeridas em 
condição de baixa fonte de carbono como a β-oxidação e a gluconeogênese 
(RAMÍREZ e LORENZ, 2007). 
Estudos das vias metabólicas de C. albicans têm revelado que o ciclo do 
glioxilato, uma via alternativa de metabolismo de Acetil-CoA, é necessário para que 
a levedura se torne totalmente virulenta. Esse mecanismo está presente em outros 
19 
 
fungos e ainda em algumas espécies de bactérias. No entanto, além do ciclo do 
glioxilato, pouco se conhece sobre as vias metabólicas envolvidas na utilização de 
nutrientes durante a infecção (ENE et al., 2013). 
Cassone et al., (2007), destacam que  mecanismos da resposta imune inata 
e humoral conseguem restringir o crescimento do fungo e neutralizar seus fatores de 
virulência e apontam prováveis falhas nestes mecanismos associadas ao 
desenvolvimento de manifestações clínicas como as CVV (ACHKAR e FRIES, 2010; 
SOBEL, 2007; SIMÕES et al., 2006).  
Em estudos realizados por Sobel (2007), estes eventos são multifatoriais e 
envolvem fatores genéticos relacionados ao hospedeiro e aos microrganismos. 
Alguns autores apontam que o desenvolvimento de CVV é resultante de um 
aumento exagerado no número de Candida spp. os quais relacionam o uso de 
antifúngicos e duchas vaginais como uma das causas para esse super crescimento 
(CHENG et al., 2010; MARTINEZ et al., 2009), justificando que tais medidas 
poderiam afetar o equilíbrio da microbiota, levando á diminuição do número de 
lactobacilos e consequentemente afetando a competitividade e favorecendo o 
crescimento  das leveduras. Análise proteômica mostra que a parede celular de C. 
albicans sofrem importantes alterações em resposta a mudanças ambientais como 
variação do pH e alteração na fonte de carbono. Muitas proteínas que sofrem 
alteração contribuem para a aderência, estresse e resistência a drogas antifúngicas 
(ENE et al., 2012). 
A primeira barreira em nível de mucosa vaginal contra as leveduras do 
gênero Candida são as células epiteliais (ECS), estas células expressam diferentes 
receptores de reconhecimento como a dectina 1 e receptores Toll-like (TLRS)  
(STEELE e FIDEL, 2002; HORNEF e BOGDAN, 2005). As ECS ativam várias 
células do sistema imunológico, liberando citocinas pró-inflamatórias ou quimiocinas 
que ativam neutrófilos e posteriormente inicia os sintomas de inflamação (FIDEL, 
2007; JAEGER et al., 2013). 
De acordo com Naglik et al., (2006), as ECS reconhecem as leveduras do 
gênero Candida, mas a ativação de secreção de quimiocinas somente ocorre 
quando as leveduras invadem a mucosa através da formação de hifas. Nos estudos 
realizados in vitro demonstrou que as ECS inibem o crescimento de Candida spp. 
(BAROUSSE, 2001; JAEGER et al., 2013).  
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A CVV é uma inflamação da mucosa genital, que compromete 
principalmente vulva e vagina, desenvolve-se em decorrência de infecção por 
leveduras colonizadoras destas mucosas.  De acordo com a literatura (FERRAZA et 
al., 2005), as leveduras  podem ser carreadas para a vagina por meio de processo 
de auto-transmissão como por exemplo pela  região perianal, tendo como fonte a 
microbiota normal do próprio intestino ou através da via sexual (CORRÊA et al. 
2009). Entretanto, estes microrganismos costumam permanecer abrigados na 
mucosa apenas como colonizadores e, uma vez encontrando condições 
apropriadas, aceleram o processo de multiplicação e expressam fatores de 
virulência, culminado com a invasão da mucosa e ocasionando a CVV sintomática 
(FERRAZA et al., 2005). 
A habilidade da C. albicans em causar doenças está relacionada a 
alterações no nível de transcrição de vários genes em resposta a diferentes 
ambientes e estresses. Por exemplo, a expressão de genes que controlam 
modificações na morfologia das células dessa levedura (oval ou filamentosa) está 
ligada a virulência e ocorrem em resposta a estímulos específicos. Análises 
utilizando a tecnologia de RNA-seq avaliaram a expressão de genes em 9 condições 
de crescimento diferentes. Genes associados à virulência como o ALS3 e o Hwp1 
tem sua expressão regulada de acordo com a condição de crescimento (VICENT et 
al., 2010). 
A família gênica ALS (agglutinin-like sequence) é composta de nove genes 
distintos no genoma de C. albicans relacionados a diversos fatores de virulência 
incluindo formação de hifas, secreção de enzimas hidrolíticas e aderência de células 
epiteliais (ZHAO et al., 2004).  
Outro fator de virulência conhecido é a “Proteína 1” de parede (Hwp1),  uma 
adesina importante para Candida spp.. Esta somente é encontrada na superfície do 
tubo germinativo e provavelmente é responsável pela ligação entre levedura e 
células do hospedeiro. Em um estudo realizado por Naglik et al., (2006) com 
amostras provenientes de mulheres assintomáticas e sintomáticas para CVV,  
verificou-se que houve expressão do gene Hwp1 em ambos os grupos, enquanto 
que  nas mulheres do grupo controle (negativo) não houve expressão.  
As espécies do gênero Candida apresentam adaptabilidade a alterações 
rápidas na expressão de genes em resposta a diversos estímulos ambientais. Estes 
21 
 
mecanismos favorecem a aderência, formação de hifas, liberação de enzimas 
hidrolíticas e formação de biofilmes (NAGLIK et al., 2003; ACHKAR e FRIES, 2010). 
A família de genes SAP exerce um papel fundamental na virulência, 
contribuindo para a invasão de mucosa e está bem caracterizada em níveis de 
expressão. É composta por dez genes os quais foram sequênciados e 
caracterizadas (NAGLIK, 2008). Os genes SAP1 e SAP3 estão relacionadas à 
infecção de mucosa, SAP 4 e 6 à infecções sistêmicas (GHANNOUM e RICE, 1999). 
Em um estudo realizado na China com mulheres colonizadas e sintomáticas para 
CVV, foi possível detectar através da RT-PCR a expressão de SAP1 e SAP3 no 
grupo sintomático e SAP1 e SAP7 nas colonizadas (LIAN e LIU, 2007). 
Futuros estudos são necessários para avaliar a interação entre hospedeiro e 
genomas de fungos e a interação do complexo ecológico e evolutivo que podem 
levar à associação do potencial de certos isolados de Candida com a constituição 
genética do hospedeiro (JAEGER et al., 2013). 
 
3.3 Infecções Vulvovaginais por Leveduras do Gênero Candida  
  
A vulvovaginite é uma expressão para diversas patologias que acometem o 
trato genital inferior feminino, sendo reconhecida como distúrbio potencialmente 
grave para a saúde genital das mulheres (LINHARES et al., 2010). No entanto, é 
importante ressaltar que sinais e sintomas não determinam a presença do agente 
etiológico. De acordo com o CDC (Center for Disease control) e o ACOG (American 
College of Obstetricians and Gynecologists), o diagnóstico etiológico deve ser feito 
pelo exame microscópico da secreção a fresco e verificação do pH vaginal 
(CAVALCANTI e MARTINS, 2007). 
Estas manifestações clínicas podem ser classificadas em inespecíficas e 
específicas. Na primeira, nenhum agente etiológico específico é identificado e são 
geralmente relacionadas à contaminação secundária e precariedade de higiene. As 
vulvovaginites específicas são causadas por agentes etiológicos bem definidos. 
Embora alguns agentes não estejam relacionados à transmissão não sexual, as 
vulvovaginites costumam ser observadas em mulheres adolescentes sexualmente 
ativas (LOURENÇO, 2009). 
A sintomatologia da doença é caracterizada por intensidades variáveis como 
prurido, ardor na micção e durante relação sexual, corrimento grumoso, edema 
vulvar podendo haver formaçao de fissuras. Algumas pacientes podem desenvolver 
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uma infecção contínua ou apresentar recidivas regulares. Clinicamente não é 
possível distinguir entre a infecção por C. albicans das outras espécies (LOPES-
CONSOLARO et al., 2004). 
Estes microrganismos costumam permanecer abrigados na mucosa vaginal 
apenas como colonizadores e, uma vez encontrando condições apropriadas, 
aceleram o processo de multiplicação e expressam fatores de virulência, culminado 
com a invasão da mucosa e ocasionando a CVV sintomática (FERRAZA et al., 
2005). 
Estudos sobre a prevalência de CVV com diagnóstico pós-cultura indicam 
que, embora a espécie mais frequente seja C. albicans (80% de ocorrência), a 
frequência de outras espécies denominadas de “não albicans” está aumentando, 
sendo as espécies C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei as mais encontradas 
(CORREA et al., 2009). Alguns autores (ODDS et al., 1994) apontam o uso de 
antifúngicos em grande escala como um dos prováveis fatores responsáveis por 
este fenômeno.  
Em um estudo realizado por Dai et al., (2010) em Sichuan na província da 
China, a prevalência de CVV foi de 6,5%, os resultados sugeriram que a idade foi o 
fator mais fortemente associada com vaginite na área tibetana. Um estudo 
prospectivo realizado Hospital Mahdieh (Teerã, Irã), foram avaliados 191 isolados 
obtidos a partir de 175 amostras vaginais, Candida albicans representou 67% dos 
isolados, incluindo infecções simples e mistas. As demais espécies identificadas 
foram Candida glabrata (18,3%), Candida tropicalis (6,8%), Candida krusei (5,8%), 
Candida parapsilosis (1,6%), e Candida guilliermondii (0,5%), respectivamente. 
Infecção mista com duas espécies de Candida ou mais foi visto em 10,3% dos 
pacientes (MAHMOUDI et al., 2010). FERRAZA et al. (2005) avaliaram a distribuição 
e prevalência de espécies no Sul do Brasil e verificaram que no estado de  Santa 
Catarina, 77,4% dos casos eram causados por C. albicans, enquanto que  no estado 
do Paraná, o predomínio desta espécie era de 50%. Souza et al., (2009) em um 
estudo retrospectivo realizado no Sistema Único de Saúde (SUS) e da rede privada 
(RP) em Maringá/Paraná, um total de 94.203 relatos de citologia foram avaliados, 
com uma prevalência de Candida sp. de 4,94%. Um estudo realizado em Unidades 
Básicas de Saúde de Illhéus e Itabuna na Bahia foi coletado 286 amostras, um total 
de 47,9% das mulheres com suspeita clínica obteve confirmação de candidíase 
pelos exames laboratoriais (ANDRIOLI et al., 2009). Recentemente foram 
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examinados a incidência, prevalência e fatores de risco para candidíase vulvovaginal 
em um estudo de coorte de 898 mulheres no sul da Índia, a prevalência encontrada 
foi de 12% para CVV (RATHOD et al., 2012). 
 
3.4 Tratamento, Testes de Suscetibilidade e Fatores de Resistência 
  
O tratamento para Candida spp. inclui os derivados imidazólicos (miconazol 
e cetoconazol), os triazólicos de 1ª geração (itraconazol e fluconazol) e os de 2ª 
geração (voriconazol, posaconazol e ravuconazol). Dentre estes, destaca-se o 
fluconazol, pela eficácia terapêutica, custo relativamente baixo, boa tolerância e 
baixa incidência de efeitos adversos, sendo frequentemente prescrito de forma 
empírica, às pacientes com suspeita de candidíase (COLOMBO e GUIMARÃES, 
2003; CHEN e SOBEL, 2005; PFALLER e DIEKEMA, 2007; FERREIRA, 2005).  
O tratamento de CVV deve ser realizado de acordo com o histórico individual 
da mulher, sendo importante a classificação da CVV para a determinação da 
duração do mesmo (SOBEL et al., 2004). As infecções vulvovaginais devem ser 
tratadas por via oral e tópica. O manejo das formas não complicadas, tem sido 
realizado com dose única de 150mg de fluconazol ou com 200mg de itraconazol por 
3 dias. Nos casos complicados, a recomendação é de 10 a 14 dias de tratamento 
com um derivado azólico tópico ou oral (PAPPAS et al., 2009; COLOMBO et al., 
2012). 
Em casos de CVV o tratamento é limitado a azólicos com ação fungistática 
inibindo a síntese de ergosterol, maior componente da célula fúngica. A eficácia do 
tratamento principalmente em casos de infecção por C. albicans, parece estar 
relacionada com a manutenção da terapia. Os antifúngicos que tem apresentado 
eficácia no tratamento são fluconazol, clotrimazol e o cetoconazol. O fluconazol tem 
penetração rápida e concentrações elevadas no tecido vaginal, apresenta elevada 
solubilidade em água, o sucesso do tratamento depende da meia vida prolongada na 
mucosa vaginal que deve estar acima da concentração inibitória mínima (MIC) por 
um período de aproximadamente 96 horas (ROSA et al., 2013). 
O cetoconazol não é o mais utilizado principalmente em tratamento em longo 
prazo, devido ao risco de maior hepatotoxicidade comparado aos azóis e triazóis 
modernos (BOLOURI et al., 2009).  
O mecanismo de ação dos antifúngicos azólicos é baseado na inibição da 
síntese de citocromo oxidase P450-mediada de ergosterol (conversão do lanosterol 
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para o ergosterol), que é um componente essencial da membrana citoplasmática 
dos fungos (CHARLIER et al., 2006; ROSA et al., 2013). 
O itraconazol é administrado por via oral tem ação fungicida conforme sua 
concentração atua na inibição da biossíntese de ergosterol ou outros esteróis, além 
disso, inibe a biossíntese de triglicérides e fosfolipídeos dos fungos e a atividade 
enzimática oxidativa e peroxidativa. Em Candida albicans, bloqueia a transformação 
dos blastóporos em sua forma invasora. A meia-vida em equilíbrio dinâmico é de 
cerca de 30 horas (GOODMAN et al., 2003). 
Nistatina é proveniente de Streptomyces noursei, seu mecanismo de ação é 
baseado na ligação ao ergosterol que promove a instabilidade da membrana 
havendo a liberação de potássio, açúcares e metabólitos. A instabilidade da 
membrana promovida pelo fármaco é responsável pela morte da célula fúngica 
(BRAUTASET et al., 2011). Em CVV, este fármaco é utilizado de forma tópica 
(LAVRA et al., 2008). O mecanismo de ação da anfotericina B é baseado na 
formação de complexos entre antifúngico e membrana. As moléculas do fármaco se 
ligam hidrofobicamente com o ergosterol do fungo, alterando a permeabilidade e 
promovendo o extravazamento dos componentes citoplasmáticos, provocando a 
morte da célula fúngica (GHANNOUM e RICE, 1999). 
A determinação da suscetibilidade in vitro e a identificação das espécies de 
Candida sp. têm sido recomendada em casos de candidíase de orofaringe, micoses 
sistemicas, pacientes soropositivos e candidíase vulvovaginal recorrente, em 
consequência ao crescente problema de resistência aos antifúngicos usuais 
(ZARDO e MEZZARI, 2004). Devido ao fato de C. albicans apresentar sensibilidade 
variável aos derivados azólicos, torna-se necessário à realização de testes que 
busquem identificar o padrão de sensibilidade a diferentes drogas, para a obtenção 
de uma melhor conduta terapêutica, pois o perfil de sensibilidade não é o mesmo 
nas diferentes populações (DALAZEN et al., 2011). Para esta determinação utilizam-
se as técnicas de macro ou microdiluição (CLSI, 2008). 
Estudos mostraram que o pH do meio, in vitro nos testes de susceptibilidade 
podem alterar o CIM dos antifúngicos azólicos, e que um pH ácido tende a aumentar 
a CIM de fluconazol para leveduras do gênero Candida (MARR et al., 1999; DANBY 
et al., 2012). Em um estudo realizado por YUAN et al., (2010) que analisou o 
tratamento de 80 casos recorrentes de candidiase vulvovaginal foi possível concluir 
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que as medidas eficazes para curar RVVC estão na escolha do medicamento, na 
terapia de manutenção e restauração do ambiente ácido da vagina. 
Com a evolução dos fungos e a utilização contínua de triazóis e azóis, houve 
um aumento no desenvolvimento de fatores de resistência aos fármacos. Mutações 
espontâneas ou induzidas podem ocorrer, alteração nos aminoácidos no domínio 
protéico responsável pela interação entre o fármaco e o alvo diminuindo a 
concentração da droga (FERREIRA et al., 2005). A resistência é um fenômeno que 
ocorre in vivo e pode estar ou não associada à falha terapêutica. Fatores 
relacionados à farmacocinética, farmacodinâmica do antifúngico, hospedeiro e 
espécie estão envolvidos nas diferenças entre suscetibilidade in vitro e resposta 
clínica ao tratamento (PFALLER et al., 2006; PFALLER e DIEKEMA, 2007). A 
preocupação em longo prazo é o número de antifúngicos disponíveis para o 
tratamento que continua estremamente limitado (ANDERSON, 2005). 
A resistência a antifúngicos é considerada independente para cada classe. A 
incidência de resistência é diferente entre as espécies de fungos e a distribuição em 
todo o mundo. A resistência clínica nem sempre está associada à resistência in vitro. 
Os principais mecanismos que envolvem a resistência antifúngica baseiam-se na 
neutralização dos efeitos fungicidas e fungistáticos de todas as classes de 
antifúngicos como: a redução do acúmulo de fármaco no interior da célula fúngica; 
diminuição da afinidade da droga ao alvo e compensar as modificações do 
metabolismo para o efeito do fármaco (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).  
O grupo dos azóis é o mais utilizado na prática clínica e, portanto o mais 
estudado. Os estudos da resistência nesta classe foram baseados nos mecanismos 
de C. albicans. Estes incluem alterações na biossíntese de esterol; mutações no 
gene ERG11; superexpressão de ERG11 e redução do acúmulo da droga 
intracelular (MORSCHHAUSER, 2002; MORSCHHAUSER, 2010). 
Diversos genes de Candida albicans foram identificados relacionados com 
mecanismos de resistência, entre eles os genes CDR1 e CDR2, genes 
transportadores, MDR1 facilitador de efluxo, ERG11 e ERG3 genes da biossíntese 
do ergosterol. Em Candida spp. o alvo dos agentes azólicos é a proteína ERG11 
envolvida na biossíntese de ergosterol. ERG11 é uma lanosterol 14α-demetilase. A 
inibição de lanosterol 14α-demetilase resulta na inibição na sintese de ergosterol e 
acúmulo de 14α-metilergosta-8,24-dieno-3β,6α-diol um esterol metilado que inibe o 
crescimento das células fúngicas. Este mecanismo é inativado pela enzima esterol 
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Δ5,6-dessaturase que atua a jusante da lanosterol 14α-demetilase na via 
biossintética do ergosterol, convertendo 14α-metilfecoesterol em 14α-metil-3,6-diol. 
Como o esterol 14α-metilfecosterol suporta o crescimento fúngico e 14α-metil-3,6-
diol é tóxico para a célula, a inativação do esterol Δ5,6-dessaturase promove a 
resistência aos azóis (SHYADEHI et al., 1996; FAVRE et al., 1999; SANGLARD, 
2002; AKINS, 2005; CHAU, et al., 2005). 
As substituições foram encontradas em aproximadamente 140 aminoácidos 
do gene ERG11, isto sugere que lanosterol demetilase é permissivo a mudanças 
estruturais, as substituições foram encontradas aleatoriamente no gene, localizadas 
em três regiões hot-spot 105-165; 266-287, e 405-488, vários estudos evidenciam 
que estas alterações não contribuem para a resistência em azólicos (MARICHAL et 
al., 1999; MORIO et al., 2010). 
Outro mecanismo envolvido na resistência aos azólicos é a ativação de 
genes que codificam bombas de efluxo, estas exportam o fármaco do meio 
intracelular para o extracelular reduzindo a concentração dentro da célula fúngica, 
este mecanismo é um dos principais mecanismos envolvidos na resistência. Duas 
classes de bombas de efluxo de drogas são distintas em leveduras, os 
transportadores ABC (ATP- biding cassette) codificadas pelos genes CDR1 e CDR2 
(Candida drug resistance) e os transportadores principais MF (Major Facilitador) 
codificadas por um único gene o MDR1 (Multi Drug resistance) (MARIE e WHITE, 
2009). 
CDR1 e CDR2 são regulados pelo fator de transcrição Tac1 (Transcriptional 
Activator of CR genes), a ativação deste fator é conferida por mutações gain-of-
function que promovem a expressão de CDR1 e CDR2 (MICHELI et al., 2002; 
COSTE et al., 2006). A bomba de efluxo codificada pelo gene MDR1 utiliza do 
gradiente eletroquímico para a expulsão dos substratos (ALARCO, 1999; NOEL, 
2012). 
A resistência deve ser considerada um problema para o tratamento 
antifúngico futuro, por isso os testes de sensibilidade são de extrema importância 
para o desenvolvimento de novos fármacos. A diferença na sensibilidade e nos 
mecanismos de resistência aos azólicos tem sido observada entre as espécies. Os 
mecanismos de resistência não estão ainda totalmente elucidados e desta forma, 
pesquisas adicionais são necessárias (GUPTA e TOMAZ, 2003). O aumento de 
relatos de resistência de Candida não-albicans é considerada preocupante e pode 
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estar associado ao aumento significativo destes isolados, porém fatores genéticos, 
imunológicos, de base comportamental e nutricional entre outros devem ser 
avaliados na pré-disposição para a doença (ACHKAR e FRIES, 2010). 
 
3.5 Caracterização molecular de leveduras do gênero Candida 
 
Os avanços da biologia molecular, genoma, proteômica e bioinformática 
estão ajudando a esclarecer no diagnóstico mais sensível, específico e rápido de 
microrganismos patogênicos. As ferramentas utilizadas na biologia molecular têm 
contribuído na seleção de antígenos fúngicos para a produção de proteínas 
recombinantes para testes sorológicos. As técnicas moleculares tem sido 
empregadas na identificação e estudos taxonômicos das leveduras do gênero 
Candida principalmente nos casos de espécies estreitamente relacionadas. O 
avanço desta área tem aumentado a capacidade de estudos relacionados às 
inúmeras infecções fúngicas, principalmente as oportunistas (LAIN, 2008; COSTA, 
2007; CORNET et al., 2011). 
Com o advento da reação em cadeia da polimerase (PCR) Einsele et al. 
(1997) conseguiram detectar através de sondas moleculares e PCR específica a 
presença de patógenos fúngicos no sangue, como espécies de Candida spp. e 
Aspergillus sp., possibilitando a detecção de infecções causadas por mais de um 
patógeno fúngico.  
A C. albicans é a espécie mais estudada entre as leveduras do gênero 
Candida, essa espécie teve o ínicio do genoma sequênciado em outubro de 1996 e 
finalizado em 2004 na Universidade de Stanford Genome Technology Center, onde 
foi possível reunir 412 contigs. Seu genoma completo possui 15,6Kb em 8 
cromossomos (JONES et al. 2004). O cromossomo 7 de 1MB de tamanho é o 
melhor caracterizado até o momento (CHIBANA et al., 2005; GOW, 2013). O 
genoma de C. albicans tem sido analisado extensivamente para a identificação de 
variabilidade intraespecífica. Vários marcadores moleculares foram desenvolvidos 
para distinguir isolados clínicos e auxiliar na identificação da fonte de contaminação 
(CLIFF et al., 2008; FANELLO et al., 2001). 
Marcadores baseados em sequências altamente especificas como os DNA 
“fingerprinting” (impressão genética),  os baseados em polimorfismo de Fragmentos 
de Restrição (RFLP), DNA polimórfico amplificado aleatoriamente (RAPD), 
eletroforese de campo pulsado (PFGE) e os Southern blotting tem sido amplamente 
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utilizados para a caracterização molecular de C. albicans (RUIZ-DIEZ et al., 1997; 
FANELLO et al., 2001; NOUMI et al., 2009; HEO et al., 2011). A técnica de Southern 
blotting vem sendo utilizada para estudar o grau de proximidade entre os isolados de 
Candida. Em C.albicans, BARTELLI et al. em 2013 utilizou o marcador  para indicar 
o alto grau de polimorfismo de tamanho do cromossomo, inclusive em cromossomos 
homólogos. Entretanto a interpretação dos resultados desta técnica tem sido 
questionada devido aos ambíguos e subjetivos diferentes padrões em relação à 
intensidade e tamanho das bandas.  
Um esclarescimento sobre as relações evolutivas filogenéticas das 
leveduras do gênero Candida é extremamente relevante para a compreessão da 
ecologia, da clínica e diagnóstico dessas leveduras. O método molecular mais 
confiável é o baseado no sequênciamento, várias abordagens moleculares foram 
desenhadas principalmente para DNA ribossômico (DNAr), como o domínio D1 e D2 
da subunidade 26S e as regiões espaçadoras transcritos ITS1 e ITS2 (WILLIAMS et 
al., 1995; PINCUS, ORENGA, CHATELLIER, 2007;  DESNOS  et al., 2008; 
PUTIGNAN et al., 2008; LAU et al., 2009). Há relatos que as impressões digitais IGS 
são confiáveis para distinguir C. famata de C. flareri e 21 outras espécies do gênero 
Debaryomyces (NGUYEN, GAILLARDIN, NEUVEGLISE, 2009). Mas as sequências 
D1/D2 não são capazes de identificar as relações intergênica como no caso de 
espécies estreitamente relacionadas como Pichia guilliermondii e P. caribbica, C. 
mucifera e Stephanoascus ciferrii, bem como Kluyveromyces marxianus e K. lactis 
(DANIEL e MEYER, 2003).  
Estudos demonstram que a C. parapsilosis são mais heterogêneas que 
outras espécies de Candida, por isso a C. parapsiolosis foi dividida em três grupos 
com base em diferenças do perfil de amplificação de marcadores RAPD, no 
sequênciamento e morfotipagem (SZABO et al., 2009; EFFRON et al., 2011). De 
acordo com Tavanti et al., (2005), os três grupos de C. parapsiolosis devem ser 
substituído por três diferentes espécies relacionadas denominada C. parapsilosis 
sensu strito, C. orthopsilosis e C. metapsiolosis. Formas atípicas de C. albicans, 
como a C. africana encontrados por Tietz, et al., em 2001 a partir de amostras 
clínicas  de vaginite em pacientes africanos, alemães, espanhóis e italianos a 
princípio foi denominada como uma nova espécie.  No entanto estudos baseados 
em marcadores moleculares mostraram que a C. africana era uma variante de C. 
albicans (FORCHE, et al., 1999; ROMEO e CRISEO, 2009). Recentemente, um 
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método molecular específico foi descrito para diferenciar C. albicans, C. africana e C. 
dubliniensis, com a utilização de apenas um par de oligonucleotídeos de 
segmentação do gene Hwp1 e os seus homólogos em um ensaio baseado em PCR, 
portanto com a utilização deste método foi possível discriminar as espécies de forma 
fácil e rápida permitindo determinar verdadeira incidência destas espécies em 
infecções (ROMEO e CRISEO, 2009). 
Pesquisas demontraram que as sequências de genes de actina ofereceram 
uma melhor resolução filogenética entre as espécies de Candida (DANIEL et al., 
2001).  Clement et al., (2008) conseguiram identificar C. albicans, C. dubliniensis e 
as espécies do complexo C. glabrata (C. glabrata/ C. bracarensis e C. nivariensis) 
analisando sequências das regiões espaçadoras intergênicas. Para as espécies C. 
parapsilosis, C. metapsilosis e C. orthopsilosis, C. famata de C. guilliermondii, C. 
carpophila e C. fermentati a identificação foi possível usando o gene IGS.  
Atualmente a análise de sequência em multilocos (MLST) que se baseia na 
análise de pelo menos seis genes housekeeping nucleares têm sido o método mais 
confiável (ROBLES et al., 2004). Em um trabalho realizado por Clement et al. (2008) 
foi utilizado análise multilocus em espécies de leveduras do gênero Candida 
clinicamente relevantes, utilizando  5 genes e através destes genes foi possível 
reconstruir a filogenia dos fungos isolados.  De acordo com Bartelli et al. (2013) a 
alta variabilidade, o fácil isolamento das leveduras do gênero Candida e as 
ferramentas moleculares podem auxiliar na re-avaliação taxonômica e uma futura 














4. Materiais e Métodos 
 
 
4.1 Isolados utilizadas 
 
Nesse trabalho foram estudados isolados clínicos de conteúdo vaginal de 
mulheres atendidas pelo ambulatório da Toco-ginecologia no Hospital de Clínicas da 
UFPR, Paraná (TABELA 1). O período avaliado foi de novembro de 2011 a outubro 
de 2012. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 
de Clínicas da Universidade Federal do Paraná. Através do termo de consentimento 
foi possível coletar amostras de 133 mulheres. Os isolados utilizados para análises 
filogenéticas estão sumarizadas na tabela 1 e 2. 
4.2 Casuística 
 
Neste estudo foram incluídas pacientes entre 18 a 56 anos com e sem 
sintomas clínicos da CVV que ainda não haviam sido submetidas a nenhum tipo de 
tratamento no período de 6 meses.  A população de estudo foi dividida em dois 
grupos, conforme os critérios definidos por Sobel (2007): Grupo colonizado: 
mulheres com ausência de sintomas clínicos e Grupo com infecção: mulheres que 
apresentaram três ou mais dos seguintes sintomas clínicos: corrimento 
característico, prurido vulvovaginal, ardência vulvovaginal, disúria e dispaurenia. O 
grupo com infecção foi subdividido em dois subgrupos: infecção complicada onde 
foram incluídas mulheres com histórico de recorrência, e infecção não complicada 
pacientes com episódios esporádicos.  Os fatores de exclusão foram faixa etária 
(menor de 18 e acima de 56), gestação, doenças imunossupressoras e sob efeitos 



















1 Candida glabrata HC01C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
2 Saccharomyces cerevisiae HC02C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
3 Candida albicans                      HC03C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
4 Candida albicans HC04C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930 
 
5 Candida albicans HC05C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
6 Candida albicans HC06C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
7 Candida glabrata HC07C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
8 Candida guilliermondii HC08C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
9 Candida kefyr HC09C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
10 Candida glabrata HC10C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
11 Candida albicans HC11C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
12 Candida albicans HC12C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
13 Candida albicans HC13C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
14 Candida albicans HC14C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
15 Candida albicans HC15C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
16 Candida albicans HC16C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
17 Candida albicans HC17C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
18 Candida albicans HC18C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
19 Candida albicans HC19C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
20 Candida albicans HC20C Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
21 Candida albicans HC01IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
22 Candida albicans HC02IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
23 Candida dubliniensis HC03IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
24 Candida albicans HC04IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
25 Candida albicans HC05IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
26 Candida albicans HC06IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
27 Candida albicans HC07IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
28 Candida albicans HC08IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
29 Candida albicans HC09IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
30 Candida albicans HC10IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
31 Candida albicans HC11IC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
32 Candida albicans HC01INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
33 Candida albicans HC02INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
34 Candida albicans HC03INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
35 Candida albicans HC04INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
36 Candida albicans HC05INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
37 Candida albicans HC06INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
38 Candida albicans HC07INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  
39 Candida albicans HC08INC Conteúdo vulvovaginal Brasil 1608930  












 ITS D1/D2 
1 Candida albicans                        CBS 562 Isolado clínico Austrália EF567995 U45776 
2 Candida dubliniensis CBS 7987 Isolado clínico Japão AB035589 U57685 
3 Candida inconspícua CBS 180 Isolado clínico Austrália AJ853766 U71062 
4 Candida intermedia CBS 572 Isolado clínico Austrália EF568011 U44809 
5 Candida glabrata CBS 138 - Irlanda AY198398 U44808 
6 Candida haemulonii CBS 5149 - Espanha JX459660 U44812 
7 Candida tropicalis CBS 94 Isolado clínico Japão AB437068 U45749 
8 Clavispora lusitaniae CBS 6986 Urina Bulgária EF568049 U44817 
9 Debaryomyces carsonii CBS 2285 Isolado clínico EUA AJ853767 U45743 
10 Kluyveromyces marxianus CBS 712 Isolado clínico Austrália EF568057 U94924 
11 Kluyveromyces lactis CECT1961 Ambiente EUA AJ401704 U94922 
12 Meyerozyma guilliermondii CBS 2030 Isolado clínico Austrália EF568003 U45709 
13 Pichia fermentans L1B Isolado ambientais Reino Unido FJ713081 U75726 
14 Pichia membranifaciens 23 - Espanha JQ410476 AJ508586 
15 Pichia segobiensis CECT 10-210 - Espanha DQ40916 U45742 
16 Torulaspora delbrueckii CBS 1146 Isolado clínico Austrália EF568083 AJ508558 
17 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 - EUA AM90040 AY048154 
18 Schizosaccharomyces pombe NRRL Y-12796 - EUA AY 251633 U40085 
- dado não informado. 
 
 4.3 Coleta, isolamento e identificação fenotípica 
 
A coleta foi realizada através de swabs, cada amostra foi semeada em meio 
Ágar Sabouraud Dextrose e incubadas a ±30ºC por um período de 48 à 120 horas 
de acordo com o desenvolvimento de cada isolado. Características macro e 
micromorfológicas foram utilizadas para a identificação inicial. Colônias com 
morfologia característica de leveduras foram submetidas à coloração com Lactofenol 
(New Prov®) e observadas em microscópio óptico (Nikon/YS2-T) (ANILA et al., 
2011). Uma colônia de cada placa foi repicada em tubos contendo Ágar Batata 
Dextrose (LACAZ et al., 2002). Os isolados foram mantidos em Ágar Batata 
Dextrose e em tubos do tipo eppendorfs contendo Skin Milk (ANVISA, 2006) em 
triplicata mantidos a -20ºC. 
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A identificação presuntiva dos isolados foi realizada em CHROMagar à 37ºC 
por 48 horas. Os resultados foram baseados na alteração de coloração do meio, de 
acordo com o padrão estabelecido pelo fabricante para a diferenciação das espécies 
albicans e não-albicans (ECKERT et al., 2013). Alguns isolados foram identificados 
pelo sistema API 20 aux (Biomerieux, França) e após a incubação à 37ºC durante 48 
horas foi realizada a leitura através da turbidez dos poços frente a um padrão (API 
20 aux, Biomerieux). 
 
4.4 Caracterização molecular dos isolados de Candida spp. 
 
 Para a extração de DNA foi utilizado a metodologia descrita por Vicente et 
al., (2008) utilizando maceração física com sílica:celite (2:1) em CTAB (brometo de 
cetil-trimetilamônio) e CIA (solução ácida de clorofórmio álcool isoamílico) para 
extração. Após a precipitação o DNA foi quantificado através do NanoDrop 1000 
(Spectrophotometer Thermo Scientific), seguida da quantificação em gel. 
Para a ribotipagem, os fragmentos de DNAr  foram amplificados com os pares 
de oligonucleotídeos iniciadores V9G (5’-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’)  e LS266 
(5’- GCATTCCCAAACAACTCGACTC- 3’) (GERRITS VAN DEN ENDE E DE HOOG 
1999), e a amplificação de fragmentos do domínio variável de D1/D2 26s iniciadores 
NL-1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') e NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') (O’Donnell,1993) utilizado as condições de 
reações baseadas em VICENTE (2008) consistindo de um ciclo de 94ºC por 2 
minutos, trinta ciclos  94ºC por 30 segundos, 56ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto e 
para finalizar um ciclo 72 ºC por 3 minutos. Os produtos de amplificação foram 
visualizados e quantificados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio, 
utilizando o marcador de massa Low DNA Mass Ladder (1000pb Ludwing Biotec). 
Na reação de sequenciamento, foram utilizados os “primers” ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’),  ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), ITS5 (5-
´GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3-´) (WHITE et al., 1990), NL-1 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’) (O’Donnell,1993). O sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI3130. 
Para a genotipagem ABC, foi utilizado os seguintes iniciadores: CAINT-L (5'—
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ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA3') e CAINT-R (5'--
CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT3 ') (MCCULLOUGH et al. 1999). 
 
4.5 Alinhamento e construção filogenética 
 
 
A edição das sequências obtidas foi realizada com o auxílio do programa 
Staden versão 1.6 (BONFIELD et.al., 2002). As sequências foram comparadas com 
sequências de isolados referência depositadas no banco de dados (NCBI (National 
Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e pelo programa 
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) para a detecção de similaridade entre as 
sequências.   Para o alinhamento  foi utilizado o programa Mafft 
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) realizando  inspeção visual pelo programa 
MEGA versão 5.1 (TAMURA et al., 2011). Para a análise filogenética foram  
utilizadas sequências de 40 isolados do gênero Candida, utilizando como grupo 
externo Schizosaccharomyces pombe baseado em Kang et al.,2003. A árvore 
filogenética de Maximum Likelihood foi construída com 100 bootstrap, usando o 
modelo evolutivo Kimura 2 Parâmetros com o programa  MEGA versão 5.1 para 
edição final  (TAMURA et al., 2011). 
 
4.6 Testes de suscetibilidade in vitro 
 
Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados de acordo com a norma 
M27-A3 pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), pelo método 
da microdiluição em caldo. Os antifúngicos testados foram anfotericina B (Sigma-
Aldrich 110 Quimica, Madrid, Spain), cetoconazol (Pharma Nostra, Brasil), 
itraconazol (Fragon), fluconazol (Pfizer, Madrid, Spain) e nistatina (Pharma Nostra, 
Brasil). As amostras foram diluídas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute 
Medium) 1640 (Sigma) e incubada a 37ºC por 48 horas. Segundo os critérios do 
CLSI o perfil de sensibilidade da espécie ao antifúngico deve ser classificado como 






TABELA 3: CRITÉRIOS DE LEITURA PARA OS VALORES DE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA 
MÍNIMA PARA OS ANTIFÚNGICOS FLUCONAZOL, NISTATINA E ITRACONAZOL E ANFOTERICINA 
B. 
Perfil de suscetibilidade 
Droga Fluconazol Nistatina Itraconazol Anfotericina B 




(SDD) 16-32ug/mL 8-32ug/mL 0.25-0,5ug/mL - 
Resistente (R) ≥ 64ug/mL ≥ 64ug/mL ≥ 1ug/mL >1ug/mL 













































5. Resultados  
 
 
Das 133 amostras de conteúdo cérvico vaginal analisados foram obtidos 39 
isolados de diferentes especies do gênero Candida e um isolado de 
Saccharomycces cerevisae identificados pelo CHROMagar, sistema API 20  e por 
meio do sequênciamento das regiões ITS e D1/D2 do rDNA (TABELA 1). Destes, 
vinte eram procedentes de amostras do grupo colonizado, onze do grupo com 
infecção complicada e nove de infecção não complicada.  Através do CRHOMagar e  
sistema API 20 aux (Biomerieux) identificou-se trinta e três isolados de Candida 
albicans, cinco C. glabrata, um C. guilliermondii e um C. kefyr. 
 A identificação dos isolados foi confirmada através de uma análise 
multilocus de máxima verossimilhança usando o melhor modelo evolutivo para o 
conjunto de dados (Kimura 2 parâmetros, distribuição gama) com 100 bootstrap. Um 
total de 1959 sítios foram avaliados, destes, 786 pertenciam a sítios conservados, 
1092 sítios variáveis, 712 sítios parcimoniosos informativos (Pi)  e 361 sítios únicos, 
a frequência das bases foram pi (A): 0.225836, pi(C): 0.283009, pi(G): 0.238533, 
pi(T): 0.252622.  
A árvore filogenética foi gerada utilizando dezoito linhagens referências, 
incluindo as linhagens tipo de C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. 
haemulonii, C. intermedia, C. lusitaneae, C. incospicua, C. glabrata, D. carsonii, 
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Pichia segobiensis, P guilliermondii, P. 
membranifaciens, P. fermentans, Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora 
delbrueckii.   A linhagem Schizosaccharomyces pombe foi utilizada como outgroup. 
Os isolados de CVV avaliados agruparam-se em seis diferentes clados  suportados 
com valores de bootstrap (FIGURA 1) e foram identificados como pertencentes às 
espécies C. albicans, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr, Saccaromyces 
cerevisiae e C. glabrata. 
Os dados filogenéticos corroboram com os dados bioquímicos do sistema 
API 20aux, exceto para o isolado HC03IC identificado como C. albicans no sistema 




FIGURA 1: ÁRVORE FILOGENÉTICA DE MAXIMUM LIKELIHOOD BASEADA NO ALINHAMENTO 
DA REGIÃO COMPLETA DE ITS1/ITS2 E D1/ D2 CONSTRUÍDA COM 100 BOOTSTRAP, USANDO 
O MODELO EVOLUTIVO KIMURA 2 PARÂMETROS COM PROGRAMA  MEGA VERSÃO 5.1. 
SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE FOI UTILIZADO COMO GRUPO EXTERNO. A ÁRVORE 
MOSTROU 06 CLADOS (ALBICANS; DUBLINIENSIS; GUILLIERMONDII; SACCHAROMYCES; 
KEFYR; GLABRATA) DIFERENCIADOS DE ACORDO COM AS ESPÉCIES ISOLADAS. PARA 
MELHOR ENTENDIMENTO OS GRUPOS AVALIADOS NESTE ESTUDO FORAM 
REPRESENTADOS POR QUADRADOS COLORIDOS PARA A DIFERENCIAÇÃO: QUADRADO 
MARROM REFERE-SE A ISOLADOS DO GRUPO COLONIZADO; UM (01) QUADRADO 
VERMELHO ISOLADOS DO GRUPO COM INFECÇÃO NÃO COMPLICADA E DOIS (02) 
QUADRADOS VERMELHOS ISOLADOS DO GRUPO COM INFECÇÃO COMPLICADA. 
FONTE: o autor (2013) 
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A maioria dos isolados clínicos avaliados pertencem à espécie C. albicans. 
Um total de trinta e tres (33) dos 40 isolados agruparam-se no clado albicans (bs, 
100%) juntamente com a linhagem tipo de C. albicans (NRRL Y-12983). A partir da 
análise não foi possível separar as espécies de C. albicans quanto aos grupos 
estudados: colonizado, infecção complicada e infecção não complicada. 
Ainda de acordo com a figura 1, o clado guilliermondii (bootstrap, 99%) 
consiste de um isolado clínico (HC08C) e a linhagem tipo  de P. guilliermondii (NRRL 
Y-2075). O isolado (HC02C) do grupo colonizado e  a linhagem tipo de  de 
Saccharomyces cerevisiae agruparam-se no clado Saccaromyces (bs, 100%). O 
clado kefyr é formado por um isolado de Kluyveromyces marxianus (NRRL Y-8281) 
teleomórfo de Candida kefyr, um isolado de Kluyveromyces marxianus var 
Kluyveromyces lactis (NRRL Y- 8279) e o isolado HC09C. No clado glabrata foram 
agrupados três isolados (HC01C, HC07C e HC10C) pertencentes ao grupo 
colonizado e a linhagem tipo de C. glabrata (5478) com bootstrap de 100%. 
A partir da identificação molecular realizada, verificou-se que entre as 40 
amostras estudadas C. albicans foi à espécie de maior prevalência (82,5%), seguida 
por C. glabrata (7,5%), C. guilliermondii (2,5%), C. kefyr (2,5%), C. dubliniensis 
(2,5%) Saccharomyces cerevisiae (2,5%). Considerando os grupos estudados 
separadamente, verificou-se no grupo colonizado um total de vinte isolados 
pertencentes a cinco espécies diferentes, C. albicans (60%), C. glabrata (25%), C. 
guilliermondii (5%), C. kefyr (5%) e Saccharomyces cerevisiae (5%). Nas amostras 
procedente do grupo infecção não complicada, foram obtidos nove isolados, todos 
pertencentes à espécie C. albicans (100%). Nas amostras de infecção complicada, 
foram obtidos onze isolados de duas espécies diferentes, C. dubliniensis (9,1%) e C. 
albicans (90,9%). Quanto à genotipagem ABC de C. albicans foi observado pelo 
menos dois genótipos diferentes (A e B), sendo que vinte e cinco isolados 
pertencem ao tipo A e sete isolados ao tipo B e não foi possível estabelecer uma 
correlação entre os genótipos encontrados e o perfil de suscetibilidade aos fármacos 





FIGURA 2: GEL ABC GENOTIPAGEM DOS ISOLADOS DE C. ALBICANS DOS DIFERENTES 
GRUPOS ESTUDADOS. DAS AMOSTRAS 2 A 14 SÃO ISOLADOS PROVENIENTES DO GRUPO 
COLONIZADO; 15 A 23 AO GRUPO COM INFECÇÃO NÃO COMPLICADA E 24 A 33 GRUPO COM 
INFECÇÃO COMPLICADA; O POÇO 34 CORRESPONDE AO CONTROLE; 1 E 35 
CORRESPONDEM AO MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE 1KB. 
FONTE: o autor (2013) 
Os resultados dos testes de suscetibilidade dos diferentes grupos estudados 
para cada espécie isolada estão sumarizados (TABELA 4). No grupo colonizado 
(grupo 1) os quatorze idolados de C. albicans apresentaram sensibilidade dose-
dependente (SDD) para a nistatina (8ug/mL), e sensibilidade (S) para o itraconazol 
(0,0625ug/mL), fluconazol (0,125ug/mL), anfotericina B (0,03-1,0ug/mL) e 
cetoconazol (0,0625ug/mL). Os três isolados de C. glabrata (HC01C, HC02C e 
HC07C) foram resistentes (R) ao itraconazol (4ug/mL), SDD para o fluconazol (4-
16ug/mL) e nistatina (8ug/mL) e S para anfotericina B (0,03-1,0ug/mL) e cetoconazol 
(1-4ug/mL). O isolado de C. guilliermondii (HC16C) apresentou SDD para a nistatina 
(8ug/mL), resistência para a afotericina B (2ug/mL) sensibilidade para itraconazol 
(0,0625ug/mL), fluconazol (0,125ug/mL) e cetoconazol (0,0625ug/mL).  O isolado C. 
kefyr (HC09C) apresentou SDD para itraconazol (0,25) e para a nistatina (4ug/mL), e 
S para o fluconazol (0,25ug/mL), anfotericina B (1ug/mL) e cetoconazol 
(0,0625ug/mL). Para o isolado de S. cerevisiae (HC02C) foi SDD para a nistatina 
(8ug/mL) e S para itraconazol (0,0625ug/mL), fluconazol (0,125ug/mL), anfotericina 
B (0,03-1,0ug/mL) e cetoconazol (0,0625ug/mL). 
Para o grupo com infecção complicada (grupo 2) um isolado de C. albicans 
(HC01IC) foi SDD para itraconazol (0,0625- 0,25ug/mL), todos os isolados (10) 
foram R para a nistatina (≥ 64ug/mL) e S para fluconazol (0,125-2,0ug/mL), 
anfotericina B (1ug/mL) e cetoconazol (0,625ug/mL). O isolado de C. dubliniensis 
(HC03IC) R para a nistatina (≥ 64ug/mL) e S para o itraconazol (0,625ug/mL), 
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fluconazol (0,125-2ug/mL), anfotericina B (0,5-1ug/mL) e cetoconazol (0,625ug/mL). 
No grupo com infecção não complicada (grupo 3) os nove isolados de C. albicans 
foram SDD para nistatina (8ug/mL) e S para o itraconazol (0,625ug/mL), fluconazol 
(0,125-2ug/mL), anfotericina B (0,5-1ug/mL) e cetoconazol (0,625ug/mL). 
 
 
TABELA 4: VARIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (MIC), PARA OS GRUPOS 





















0,125-2,0 ≥ 64 
(R=10) 
0,5- 1,0 0,0625-0,25 
C. albicans 
(grupo 3) 












































0,125-2,0 ≥ 64 
(R=1) 
0,5- 1,0 0,0625-0,25 
LEGENDA: SDD: SENSIBILIDADE DOSE-DEPENDENTE; R: RESISTENTE; S: SENSÍVEL/ GRUPO 1: 
COLONIZADO; GRUPO 2: COM INFECÇÃO COMPLICADA; GRUPO 3: COM INFECÇÃO NÃO-
COMPLICADA. 













6.  Discussão 
 
 
Candida spp. são importantes patógenos oportunistas, a identificação dos 
agentes causais da CVV é importante para esclarecer a distribuição de C. albicans e 
não-albicans nas populações, além de proporcionar o tratamento adequado baseado 
no perfil de sensibilidade da espécie em questão (ASTICCIOLI et al., 2009). Nesse 
trabalho foi avaliado isolados de leveduras procedentes de pacientes com ausência 
de sintomas clínicos de vaginite e de portadores da infecção os quais foram 
caracterizados através de marcadores fenotípicos, moleculares, e quanto à 
sensibilidade in vitro a antifúngicos.  
De um total de 133 amostras analisadas, 39 (97,5%) apresentaram 
leveduras do gênero Candida e em uma amostra (2.5%) foi obtido 01 isolado de 
Saccharomyces cerevisae. Em um estudo realizado por Spinillo et al., na Itália em 
1999, mostrou que a prevalência de vulvovaginite por Candida sp. foi de 34,1%. No 
Brasil, os dados epidemiológicos são escassos, mas em um estudo transversal 
realizado em 1996, no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas 
Gerais, foi relatada a prevalência de CVV de 25%, por meio de estudos baseados 
em macro e micro morfologia (ROSA e RUMEL, 2004). Um trabalho realizado por 
Consolaro et al. (2004) em mulheres de Maringá no Estado do Paraná a taxa de 
isolamento de leveduras do gênero Candida foi de 21,7%. Em outro estudo realizado 
em Paiçandu no estado do Paraná, a prevalência de isolamento de Candida spp. foi 
de 12,2%, estes dados de frequência reforçam a importância destes estudos para 
estabelecer a distribuição geográfica e das espécies nos casos de CVV (MARTINS 
et al., 2012). Além das diferenças geográficas, Paulitsch et al., 2006 e Wei, Feng, 
Luo, 2010 relataram que diferenças culturais e étnicas também podem influenciar na 
taxa de isolamento de leveduras vaginais.   
 Nas amostras avaliadas neste estudo, a espécie de maior prevalência foi a 
C. albicans (82,5%), seguida por C. glabrata (7,5%), C. guilliermondii (2,5%), C. kefyr 
(2,5%), C. dubliniensis (2,5%) e Saccharomyces cerevisiae (2,5%). Embora nos 
últimos anos um aumento de infecções ocasionadas por Candida não-albicans 
venha sendo registrado (LINHARES et al., 2001; TAVERNA et al., 2013), a C. 
albicans é a espécie isolada com maior frequência nos casos de CVV (CHONG et al, 
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2007; ACHKAR e FRIES, 2010; GUZEL et al., 2011; MOREIRA, 2012). 
Considerando os grupos estudados neste trabalho a partir do grupo 
colonizado, obteve-se um total de 20 isolados, sendo C. albicans (60%), C. glabrata 
(25%), C. guilliermondii (5%), C. kefyr (5%) e Saccharomyces cerevisiae (5%). Nas 
amostras procedentes do grupo infecção não complicada obteve-se 09 isolados, 
sendo todos os isolados de C.albicans (100%). Nas amostras de infecção 
complicada, obteve-se 11 isolados, dos quais C. dubliniensiis (9,1%) e C. albicans 
(90,9%). O grupo colonizado apresentou maior diversidade de espécies e estas 
espécies encontradas são relatadas na literatura como patogênicas causadoras de 
CVV. Moreira (2012) relatou que entre os isolados do grupo colonizado as espécies 
mais frequentes foram a C. albicans e C. glabrata. Mahmoudi Rad et al. (2010) 
relatou a ocorrência de diferentes espécies no grupo com infecção complicada como 
C. tropicalis (7,2%), C. glabrata (8,4%), C. krusei (4.8%) e C. parapsilosis (1,2%). 
Guzel et al. em 2011 isolaram C. glabrata e C. kefyr em amostras de CVV e CVVR 
(Candidíase Vulvovagianal Recorrente). Dessa forma, a microbiota encontrada nas 
mulheres colonizadas avaliadas neste estudo é composta por espécies, comumente 
relatadas como agentes causais de CVV (Sobel, 2007).  
No grupo colonizado foi identificado um isolado de Saccharomyces 
cerevisiae (HC02C). De acordo com Echeverría-Irigoyen et al. (2011) vaginite 
causada por S. cerevisiae é rara. Pádua, Guilhermetti e Svidzinski (2003), isolaram 
S. cerevisiae de uma paciente assintomática corroborando com os dados 
encontrados neste trabalho.  
A maioria dos isolados clínicos avaliados pertencem a espécie C. albicans, 
33 dos 40 agruparam-se no clado albicans (bs, 100%) juntamente com a linhagem 
type de C. albicans (NRRL Y-12983), os isolados clinicos não formaram um único 
grupo monofilético e ficaram distribuídos por toda a árvore estes resultados 
assemelham-se com os encontrados por Fr'ealle et al., (2006); Clement et al., (2008) 
e Diezmann et al., (2004) (FIGURA 1).  
O isolado HC03IC foi identificado como C. albicans pelo sistema API 20aux, 
nas análises filogenéticas o mesmo isolado foi identificado como C. dubliniensis. A 
falta de concordância entre a identificação fenotípica e molecular da amostra pode 
ser justificado pelas limitações dos sistemas de identificação comerciais utilizados 
em laboratórios clínicos, que não permitem a identificação de leveduras que 
apresentam pequena diferença fenotípica (FLOREZ et al., 2005; VIJGEN et al., 
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2011). Clement et al. (2008) realizou uma análise multigênica em espécies clínicas 
relevantes de Candida spp. e concluiu que a utilização de análise em multiloccus  
aumenta os valores de confiança na análise filogenética, bem como, a subdivisão de 
clados filogeneticamente heterogêneos. Dessa forma, sugere-se a utilização de 
dados moleculares em estudos epidemiológicos de CVV.  
Através do sistema ABC de genotipagem foi possível observar dois 
genótipos diferentes para C. albicans (A e B), com vinte e cinco isolados do genotipo 
A e sete isolados do genotipo B. Não foi possível estabelecer uma correlação entre 
os dois genotipos de isolados de C. albicans e o perfil de suscetibilidade, pois 
verificou-se isolados de ambos os genotipos sensíveis e resistentes aos fármacos 
testados. O ABC genotipagem contêm quatro genotipos A (C. albicans- 450pb), B 
(C. albicans- 840pb), C (C. stellatoidea - 840pb) e D (C. dubliniensis- 1080pb), 
desenvolvida com base na presença ou ausência de uma inserção no DNA que 
codifica o gene do RNA ribossomal 26S (MCCULLOUGH, CLEMONS e STEVENS, 
1999). Chaves, Santos e Colombo (2012) realizaram um estudo analisando a 
persistência de um único genotipo de C. albicans em pacientes criticamente 
enfermos, e se este poderia predizer informações sobre a transição do 
comensalismo a infecção, foi possível concluir que pacientes que apresentaram 
genotipo do tipo B progrediram para a infecção invasiva. No trabalho realizado por 
Mccullough, Clemons e Stevens (1999) o genotipo B foi menos suscetível a 
flucitosina, indicando uma correlação entre os grupos de Candida e susceptibilidade 
antifúngica. No nosso estudo foi possível observar que os isolados com genotipo A e 
B apresentaram sensibilidade dose-dependente (SDD) e resistência (R) para a 
nistatina.  
No grupo colonizado os quatorze idolados de C. albicans apresentaram 
sensibilidade dose-dependente (SDD) para a nistatina (8ug/mL), e sensibilidade (S) 
para o itraconazol (0,0625ug/mL), fluconazol (0,125ug/mL), anfotericina B (0,03-
1,0ug/mL) e cetoconazol (0,0625ug/mL). Ferraza et al. (2005) observou em seu 
estudo  que os isolados de C. albicans apresentaram altos índices de suscetibilidade 
ao fluconazol e anfotericina B, porém 51,1% destas leveduras apresentaram SDD 
para nistatina, corroborando com os dados encontrados neste trabalho. Resultados 
semelhantes também foram encontrados por Lattif (2011) onde todos os isolados de 
C. albicans obtidos do grupo controle foram sensíveis ao fluconazol. Os isolados de 
C. glabrata (HC01C, HC02C e HC07C) foram resistentes (R) ao itraconazol 
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(4ug/mL), SDD para o fluconazol (4-16ug/mL) e nistatina (8ug/mL) e S para 
anfotericina B (0,03-1,0ug/mL) e cetoconazol (1-4ug/mL). Resultados semelhantes 
aos obtidos neste trabalho foram encontrados no estudo de Oliveira et al. (2011), um 
isolado de  C. glabrata foi resistente ao fluconazol e outros dois isolados 
apresentaram sensibilidade dose-dependente. 
O isolado de C. guilliermondii (HC16C) apresentou SDD para a nistatina 
(8ug/mL), resistência para a afotericina B (2ug/mL) sensibilidade para itraconazol 
(0,0625ug/mL), fluconazol (0,125ug/mL) e cetoconazol (0,0625ug/mL). A literatura 
tem apontado que as infecções ocasionadas por C. guilliermiondii não são 
frequentes e que o tratamento vem apresentando problemas devido à diminuição de 
sensibilidade para algumas classes de antifúngicos, principalmente para o 
fluconazol, itraconazol e anfotericina B (BARBEDO e SGARBI, 2010). O isolado C. 
kefyr (HC09C) foi SDD para itraconazol (0,25) e para a nistatina (4ug/mL), e S para o 
fluconazol (0,25ug/mL), anfotericina B (1ug/mL) e cetoconazol (0,0625ug/mL). O 
isolado de S. cerevisiae (HC02C) foi SDD para a nistatina (8ug/mL) e S para 
itraconazol (0,0625ug/mL), fluconazol (0,125ug/mL), anfotericina B (0,03-1,0ug/mL) 
e cetoconazol (0,0625ug/mL). No estudo realizado por Papaemmanouil et al. (2011) 
os isolados de S. cerevisiae foram resistentes ao fluconazol, posaconazol e 
itraconazol.  Estes dados diferem dos encontrados neste trabalho onde o isolado de 
S. cerevisiae foi sensível à maioria dos antifúngicos testados (Itraconazol, 
fluconazol, anfotericina B e cetoconazol) apresentando apenas sensibilidade dose-
dependente a nistatina.  
Para o grupo com infecção complicada (grupo 2) um isolado de C. albicans 
(HC01IC) foi SDD para itraconazol (0,0625- 0,25ug/mL), todos os isolados (10) 
foram R para a nistatina (≥ 64ug/mL) e S para fluconazol (0,125-2,0ug/mL), 
anfotericina B (1ug/mL) e cetoconazol (0,625ug/mL). No estudo de Ferraza et al. 
(2005) a C. albicans mostrou maior tendência de resistência à nistatina (52,8%) do 
que as espécies não-albicans (44,4%) este dado é similar ao encontrado em nosso 
estudo. O isolado de C. dubliniensis (HC03IC) foi R para a nistatina (≥ 64ug/mL) e S 
para o itraconazol (0,625ug/mL), fluconazol (0,125-2ug/mL), anfotericina B (0,5-
1ug/mL) e cetoconazol (0,625ug/mL). No grupo com infecção não complicada (grupo 
3) os nove isolados de C. albicans foram SDD para nistatina (8ug/mL) e S para o 
itraconazol (0,625ug/mL), fluconazol (0,125-2ug/mL), anfotericina B (0,5-1ug/mL) e 
cetoconazol (0,625ug/mL). Resultados semelhantes foram obtidos Lopes-Consolaro 
45 
 
et al. 2005, relatando a ausência de resistência de espécies do gênero Candida 
procedentes de conteúdo vaginal e alta freqüência de isolados SDD para nistatina e 
sensível aos outros fármacos testados também Camargo et al. (2011) observaram  
isolados sensíveis ao fluconazol, e ao itraconazol (94%), dos quais  6% 
apresentaram sensibilidade dose-dependente à nistatina.  
Em relação ao perfil de sensibilidade observado para este estudo é 
importante ressaltar no grupo colonizado onde se observou uma diversidade maior 
de espécies obteve-se isolados com um perfil variado quanto à sensibilidade aos 
antifúngicos testados. Os isolados (03) de C. glabrata apresentaram resistência ao 
itraconazol, enquanto o isolado (1) de C. guilliermondii foi SDD para nistatina e 
resistente para a anfotericina B e sensível ao itraconazol e o isolado (1) C. kefyr 
apresentou SDD para itraconazol e nistatina (TABELA 4). Dentro do grupo de 
pacientes com manifestação clínica da doença todos os isolados de C. albicans e C. 
dubliniensis do grupo infecção complicada foram resistentes a nistatina enquanto 
que os isolados de C. albicans procedentes do grupo com infecção não complicada 
apresentaram sensibilidade dose dependente ao mesmo fármaco. Também, 
observou-se que estes isolados eram sensíveis ao itraconazol e fluconazol, drogas 
normalmente utilizadas no tratamento das vulvovaginites causadas por leveduras do 
gênero Candida. Tais resultados indicam que o perfil de sensibilidade aos 
antifúngicos para os isolados neste estudo podem não ser o fator relacionado às 
recidivas da doença.    
De acordo com a literatura, existe uma diversidade de fatores que pode 
influenciar na resposta clínica ao tratamento, uma vez que diversos estudos relatam 
diferenças entre suscetibilidade in vitro e resposta in vivo ao fármaco (FERREIRA et 
al., 2005; PFALLER et al., 2006; PFALLER E DIEKEMA, 2007). Sendo assim, 
estudos de sensibilidade in vitro associados à identificação precisa do isolado, 










7. Conclusões  
 
 
O Cromoagar utilizado como teste presuntivo juntamente com o API 20aux 
demostraram ser excelentes marcadores fenotípicos na identificação de leveduras 
do genêro Candida demonstrando serem eficazes no diagnóstico. 
Candida albicans foi à espécie isolada com maior frequência seguida de C. 
glabrata. Os dados filogenéticos corroboram com os dados bioquímicos do sistema 
API 20aux, exceto para o isolado HC03IC identificado como C. albicans no sistema 
API 20aux e na análise filogenética o memso isolado foi identificado como C. 
dubliniensis. A partir da análise não foi possível separar as espécies de C. albicans 
quanto aos grupos estudados: colonizado, infecção complicada e infecção não 
complicada. O grupo colonizado apresentou maior diversidade de espécies e estas 
espécies encontradas são relatadas na literatura como patogênicas causadoras de 
CVV.  
Através do ABC genotipagem foi possível observar dois genotipos diferentes 
para C. albicans A e B, e não foi possível estabelcer uma correlação entre a 
variabilidade dos dois genotipos e o perfil de suscetibilidade aos fármacos testados. 
Através dos testes de suscetibilidade in vitro foi possível observar que houve 
resistência a nistatina, itraconazol e anfotericina B. O cetoconazol foi sensível a 
todos os isolados, mas devido à facilidade de aceitação ao tratamento o fluconazol 
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Meio Ágar Saboraud Dextrosado  
  
Dextrose - 40g  
Peptona - 10g  
Agar - 15g  
Água destilada – 1.000 mL  
 
 
Meio Batata Dextrose- BDA 
 
Infusão de Batatas - 200ml 
Glicose - 20g 
Ágar - 15g 
Água Destilada - 1000ml 
 
Solução salina a 0,85% 
 
Tampão CTAB  
  
Tris-base - 2,42 g  
Cloreto de sódio - 8,2 g  
NaEDTA - 2,0 g  
Água destilada - 8,0 mL  
O pH final foi ajustado para 7,5 com HCL 1N.  
  
Tampão TBE (10x)  
  
Tris-base - 108g  
EDTA - 9,3g   
Ácido Bórico - 55g  
Água destilada - 1000mL  
 
Clorofórmio Álcool isoamílico - CIA 
 
Clorofórmio        96 mL  
Álcool isoamílico           4 mL 
 
TBE 5X  
 
Tris-base     54,0 g  
65 
 
Ácido bórico      27,5 g        
EDTA 0,5M       20 mL  
Os sais foram dissolvidos em 800mL de água mili-Q. Completou-se o volume  
para 1000 mL. 
 
TBE 1X  
 
TBE 5X -  100 mL  
Água milliQ  400 mL 
 
DNA Polimerase  
 
Para as reações de amplificação foi utilizado Taq polimerase da marca  




Os desoxirribonucleotídeos  dATP, dTTP, dGTP, dCTP foram diluídos em  
água ultra pura a 2,5µM. Foi utilizada a concentração final de 0,20 µM para cada dNTP nas reações 
de amplificação.  
 
Gel de Agarose (0,8%)  
 
Agarose - 0,8 g 
Tampão TBE 1X - 100 mL  
 
Gel de Agarose (1,4%)  
 
Agarose -1,4 g  
Tampão TBE 1X - 100 mL  
 
Brometo de Etídio  
 
O brometo de etídio 1,0% (p/v) foi dissolvido em água destilada, agitando-se por 2 horas. A solução 
foi estocada a temperatura ambiente. Para a revelação, foram diluídos em 3 µL em água destilada. 
